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化もＣ２αノックダウン細胞で低下していた．しかし，
ⅦGFによるERKのリン酸化はコントロール細胞とＣ２α
ノックダウン細胞の間で差異は認められなかった．
C2αノックダウンは７，Fβ７刺激によるSmad2/3の核移
行を抑制する
蛍光免疫細胞染色により，TGFβ1により誘導される
Smad2/3のリン酸化及び，核への移行を評価した．抗リ
ン酸化Smad2抗体を用いた蛍光免疫細胞染色により,ＴＧＦ
β1刺激によるHUVECs細胞内のリン酸化Smad2の増加が
観察された．Ｃ２αノックダウンHUVECsにおいて細胞内
のリン酸化Smad2は，コントロール細胞と比較して著し
く低下していた．また，抗Smad2/3抗体を用いた蛍光免
疫細胞染色により，TGFβ1刺激がSmad2/3の核移行を誘
導することが観察された．Ｃ２αノックダウンHUVECsに
おいてTGFβ1刺激により誘導されるSmad2/3の核移行は，
コントロール細胞と比較して有意に低下していた．
C2αヘテロＫＯマウスにおいて7GFβ７によるマトリゲ
ルプラグアウ血管新生は著しく抑制される
TGFβ1含有マトリゲルおよびコントロールであるPBS
含有マトリゲルをＣ２αヘテロＫＯマウスおよび野生型マウ
スの皮下に移植した．摘出したマトリゲル内に形成され
はじめに
脂質リン酸化酵素ホスファチジルイノシトールー3-キナ
ーゼ（PI3IOは哺乳類において，３つのクラス（I,Ⅱ及び
IＩＤ，８つのアイソフオームが存在し，その生成物である
PI(3)ＥＰＩ(3,4)P2及びPI(3,4,5)P3を介して多岐に渡る生理
作用を発揮する．このうち，クラスIPI３Ｋは，細胞増殖，
細胞生存，細胞運動や糖輸送の調節に関与することが解
明されている')．また，クラスIIIPI3Kは，細胞内小胞輸
送の調箭に関与している．一方これとは対照的に，クラ
スII型PI3KC2α(C2α）の生理機能はほとんど不明であ
った（表1)．当研究室では，Ｃ２ａが血管平滑筋において
Ca2+による低分子量ＧタンパクRhoの活性化を介して血
管収縮に重要な役割をはたすことを解明した2)3)．
ＴＧＦβ１はTGFβ1受容体を介してSmad2/3をリン酸化
する．リン酸化されたSmad2/3は，co-Smad(Smad4）と
結合し，核内へ移行し，転写因子として機能してプラス
ミノーゲンアクテイベーターインヒピター１(PAI1)，フ
舅'ブロネクチンなど様々な遺伝子の転写を活性化するこ
とにより血管成熟に関与することが知られている．ＴＧＦ
/mはj〃Ｕ伽で血管新生作用を示すが，血管内皮細胞に
及ぼす直接作用は依然不明な点が多い4)．
本研究では，Ｃ２ａの血管新生における役割とその分
子機構を明らかにすることを目的とし，RNA干渉法を
用いてヒトI齊帯静脈内皮細胞（HUVECs）におけるＣ２α
タンパクの発現を抑制し，ＴＧＦβ１の作用がどのように
影響されるかを検討した．さらに，Ｃ２αヘテロＫＯマウ
スと野生型マウスの皮下に血管新生の基質となるマトリ
ゲルを植え込み，ＴＧＦβ１によりi〃z）jD0で誘導される血
管新生にC2aがどのように影響するかを検討した．
結果
HWECsにおいてC2αノックダウンは7可GFβ７刺激によ
るＳｍａｄリン酸化をjiP制する
血管内皮細胞におけるＣ２ａの役割を検討するために，
RNA干渉法を用いてHUVECsのC2α発現を抑制すること
により，主要な血管新生因子であるＶＥＧＥＡｎｇｌ，ＴＧＦ
ﾉﾉ1のシグナル伝達がどのように影響を受けるかを検討し
た．scsiRNA導入細胞（コントロール細胞）とC2a-siRNA
導入細胞(C2αノックダウン細胞）の両者を，TGFβ1ある
いはVEGFで刺激し,ＶEGFに関してはERKのリン酸化を，
TGFβ1に関してはSmad3のリン酸化を評価した．興味深
いことに，TGFβ1によるSmad3のリン酸化はコントロー
ル細胞と比較してC2αノックダウン細胞で，顕著に低下
していた（図1)．同様に，TGFβ1によるSmad2のリン酸
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た微小血管を，内皮細胞マーカー抗VWF抗体を用いた免
疫組織化学染色により検出したところ，野生型マウスで
は，ＴＧＦβ１はマトリゲル内の微小血管数が著しく増加
していた．対照的に，Ｃ２αヘテロＫＯマウスではTGFβ１
により誘導される微小血管形成は野生型マウスと比較し
て減少していた．次に，血管平滑筋を染色する抗αＳＭＡ
抗体と内皮を染色する抗VWF抗体による二重免疫蛍光染
色によりマトリゲル内血管の成熟度を評価した．野生型
マウスでは，TGFβ1はコントロールと比較するとマトリ
ゲル内の微小血管壁への血管平滑筋の集積を促進した．
これとは対照的に，Ｃ２αヘテロＫＯマウスでは，ＴＧＦβ１
は微小血管壁への血管平滑筋の集積を促進しなかった．
Ｃ２αヘテロＫＯマウスと野生型マウスにおけるマトリ
ゲル内の微小血管形成の差異がTGFβ１に特異的な反応
であるかどうかを検討する為に，強力な別の血管新生因
子ⅦGFにより誘導されるマトリゲル内血管新生を，両
マウスの間で比較検討した．野生型マウスではⅦGFは
コントロールに比較してマトリゲル内の微小血管数を増
加させた．抗VWF抗体染色により，ⅦGFはＣ２αヘテロ
ＫＯマウスでも野生型マウスと同程度に微小血管数を増
加させることが示された．また，抗αＳＭＡ抗体染色に
より，血管壁の平滑筋の発達は，Ｃ２αヘテロＫＯマウス
では野生型マウスと同程度にVEGFにより促進された．
このことから，ⅦGFによる血管新生/成熟はTGFβ１と
は異なりＣ２ａのへテロ欠損により影響を受けないことが
明らかとなった．
考察
ＴＧＦβ１は血管壁細胞（平滑筋/周皮細胞）に作用して
分化や細胞外基質産生を促進し，血管成熟にかかわる因
子である．壁細胞の他にTGFβ１は内皮細胞に対しても
作用をおよぼすことが示唆されているが，ＴＧＦβ１の内
皮作用には不明の点が多い7)．これまでの研究成果より，
血管内皮細胞に対するＴＧＦβ1作用には，Ｓｍａｄシグナル
伝達系が重要な役割をはたすことが示唆されていた．本
研究の結果により，Ｃ２ａが内皮細胞におけるＴＧＦβ１に
よるSmad活性化に必須であることが初めて明らかとな
った．
本研究では，ＴＧＦβ１による！〃Ｍ）o血管新生における
C2aの役割を解明する目的で，Ｃ２αヘテロＫＯマウスと
野生型マウスでマトリゲルプラグアッセイを行い，血管
新生を比較した．まず第一に，ＴＧＦβ１は野生型マウス
においてマトリゲル内血管新生を著しく促進することを
確認し，ＴＧＦβ１による！〃川oでの血管新生の誘導系を
確立することができた．Ｃ２αヘテロＫＯマウスと野生型
マウスの比較では，ＴＧＦβ１によるマトリゲル内血管新
生はC2αヘテロＫＯマウスで著名に抑制され，Ｃ２ａはTGF
β１により誘導されるj〃川0血管新生に必須であること
が明らかとなった．第二に，Ｃ２αヘテロＫＯマウスでは，
マトリゲル内のVWF抗体陽`性の微小血管数の減少とα
SMA抗体陽`性の血管平滑筋の発達不良の両所見が認め
られた．前者に関しては，培養内皮細胞においてTGFβ
1-Smadシグナル伝達系がC2aに依存したことから，内皮
細胞に対するＴＧＦβ1作用がC2αヘテロＫＯマウスで障害
されたことによる可能性が考えられる．一方，後者に関
しては，ＴＧＦβ１は平滑筋/周皮細胞に作用して分化や細
胞外基質産生を促進することから，壁細胞（平滑筋/周
皮細胞）に対する作用がC2αヘテロＫＯマウスで障害され
たことによる可能性が考えられる．当研究室では血管
平滑筋にC2αタンパクが発現していることを観察してい
る5)．この観察もこの可能性を支持する．第三に，Ｃ２ｑ
ヘテロＫＯマウスにおける血管新生の障害はTGFβ1では
認められたが，ＶEGFでは観察されず，血管新生因子特
異的である可能性が示唆された．このことは，血管新生
因子シグナリングにおけるＣ２ａの関与の分子機構を考え
る上で，重要である．
今後，本研究で見出した/〃Djtγoにおける内皮細胞に
おけるＴＧＦβl-Smadシグナル伝達系におよぼすC2α作用
とｊ〃DjDoの血管新生におけるＣ２α作用の関連をより深く
解明するために，ＴＧＦβ1-Smadシグナル伝達系により
誘導される細胞増殖，細胞遊走，管腔形成といった内皮
細胞機能におよぼすC2αノックダウンの影響を検討する
必要がある．また，マウス個体において，内皮細胞，平
滑筋いずれのC2aが血管新生の各段階において必須の役
割を果たすかをi〃川oで明らかにするために，当研究室
で作製した以下の2系統のC2aConditionalKO(CKO）マ
ウス，すなわち血管内皮特異的Ｃ２ａＣＫＯマウス（C2q‐
eCKO）と平滑筋特異的Ｃ２ａＣＫＯマウス（C2a-smCKO）
を用いて，ＴＧＦβ１によるj〃川o血管新生の異常の有無
を解析する計画である．
結語
本研究により，Ｃ２ａは血管内皮細胞におけるＴＧＦβ1‐
Smad2/3シグナル伝達経路に必須であり，ｊ〃Djz）oでの
TGFβ１により誘導される血管新生にも必要であった．
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